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Resumo 
As doenças infeciosas relacionadas com a água são uma importante causa de 
morbilidade e mortalidade. Dos vários agentes causadores de doença destacam-se os 
vírus entéricos representados, entre outros, pelos Enterovirus e pelos vírus das 
Hepatites A e E, que se transmitem principalmente pela via oral-fecal, através da água. 
Objetiva-se com este estudo a pesquisa de vírus entéricos por transcrição reversa 
seguida de PCR em Tempo Real (RT-qPCR), em amostras de água natural superficial e 
de água para consumo humano. Pretende-se também avaliar a eventual associação 
destes vírus com outros indicadores de contaminação fecal e a eficácia dos sistemas de 
tratamento de água na sua eliminação em Estações de Tratamento. Verificou-se a 
adequação da metodologia implementada uma vez que, nas 15 amostras analisadas até 
à data, foram detetados RNAs virais em amostras de água natural superficial: do vírus da 
Hepatite A em duas amostras e de Enterovirus em três amostras. Numa destas amostras 
foram detetados ambos os vírus. O vírus da Hepatite E não foi detetado. Em amostras 
de água para consumo humano não foram detetados ácidos nucleicos virais. Os 
coliformes fecais (indicadores microbianos de contaminação fecal) foram encontrados e 
quantificados em amostras de água natural, mas não em amostras de água para 
consumo humano. A deteção de RNA viral e de coliformes fecais foi apenas parcialmente 
coincidente. 
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Abstract 
Water-related infectious diseases are important causes of morbidity and mortality. 
Enterovirus and Hepatitis A and E viruses are, among others, representative of the enteric 
viruses, which are disease-causing agents mainly transmitted by the oral-fecal route, 
through water. The objective of this study is to search for enteric viruses by reverse 
transcription followed by Real-time PCR (RT-qPCR), in samples of natural surface water 
and in drinking water. It is also intended to evaluate the eventual association of these 
viruses with other fecal contamination indicators, and the efficacy of the water treatment 
plants in their elimination. It was confirmed the adequacy of the methodology 
implemented since, in the 15 samples analyzed so far, Hepatitis A virus and Enterovirus 
RNAs were detected in natural surface water samples, in two and three samples, 
respectively. Both viruses RNAs were detected in one of these samples. No viral nucleic 
acids were detected in drinking water samples. Fecal coliforms (microbial indicators of 
fecal contamination) were detected in natural water samples, but not in drinking water 
samples. Viral RNA and coliform detection only partially co-occurred. 
















1 Introdução  
O crescimento da população humana tem levado a um aumento da pressão sobre a 
quantidade e qualidade dos recursos hídricos do planeta. Atualmente, as doenças 
infeciosas relacionadas com a água são uma importante causa de morbilidade e 
mortalidade em todo o mundo (WHO 2003). Estima-se que em 2012, pelo menos 1,8 
biliões de humanos tenham utilizado água contaminada e que cerca de 90% das mortes 
por diarreia resultaram de saneamento inadequado e do consumo de água contaminada 
com agentes patogénicos (UNICEF 2012). 
A água contaminada poderá conter, entre muitos outros microrganismos, bactérias, 
protozoários e vírus entéricos (WHO 2003). Os vírus entéricos, que se distribuem por 
várias famílias, têm cápsides robustas que lhes permitem manter-se infeciosos durante 
muito tempo sob condições adversas (Eifan 2013). É esse o caso dos Enterovirus, Vírus 
das Hepatites A e E, Norovirus, Rotavirus e Sapovirus, apontados pela Organização 
Mundial da Saúde como tendo uma elevada significância na saúde humana (WHO 
2017). 
Os Enterovirus, da família Picornaviridae, são pequenos vírus com genoma de RNA que 
se encontram distribuídos por todo o mundo. Nos Estados Unidos, causam mais de 10 
milhões de infeções e vários milhares de hospitalizações por ano (Sinclair et al. 2009). 
Em Portugal, num estudo realizado pelo Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge 
(INSA) com 625 amostras fecais recebidas entre 2010-2013, 22,9% das amostras eram 
positivas para Enterovirus (Palminha et al. 2015). A maioria das infeções é assintomática, 
e quando a doença ocorre pode provocar febre, sintomas de infeção do trato respiratório 
superior, doença paralítica, poliomielite, meningite, paralisia, miocardite ou síndrome 
mão-pé-boca (Bruu et al. 2002, Sinclair et al. 2009). 
O vírus da Hepatite A (HAV), também da família Picornaviridae, é um vírus de RNA que 
causa a hepatite viral aguda mais comum no mundo, com aproximadamente 1,4 milhões 
de casos clínicos descritos anualmente e mais de 100 000 mortes (Sinclair et al. 2009, 
Yong e Son 2009). Em Portugal, Pereira et al. (2014) estudaram retrospetivamente 7 894 
amostras de sangue colhidas entre 2002-2012 e concluíram que 60% apresentavam 
anticorpos para o HAV. A hepatite A é uma doença de declaração obrigatória, tendo sido 
reportados 554 casos em 2017 à Direção-Geral de Saúde (DGS 2017). A maioria das 
infeções é silenciosa em crianças com idade inferior a cinco anos. Em crianças mais 
velhas e adultos, os sintomas mais comuns são urina escura, diarreia, dor abdominal, 
febre, náusea, icterícia e anorexia (Yong e Son 2009). 
O vírus da Hepatite E (HEV), da família Hepeviridae, é um vírus de RNA que se estima 
infetar 20 milhões de pessoas em todo o mundo, com 57 000 mortes anuais (Asghar 
2014, WHO 2016). Em Portugal, um estudo conduzido pelo INSA que incluiu 297 
amostras de soro recebidas entre 2000 e 2012, relativos a casos com diagnóstico de 
hepatite de origem desconhecida, mostrou a existência de 20,2% de indivíduos com 
anticorpos para HEV (Ferreira et al. 2013). Os sintomas clínicos são semelhantes aos da 
infeção por HAV (Ferreira et al. 2013, WHO 2016). 
Os vírus entéricos transmitem-se aos seres humanos por diversas vias como contacto 
pessoa-pessoa, aerossóis, ingestão de alimentos contaminados, mas sobretudo pela via 
oral-fecal, sendo a água um dos veículos de transmissão mais frequentes (WHO 2017). 
Estes vírus são muito resistentes à desinfeção, aquecimento, pressão e pH baixo da 
água (Haramoto et al. 2018). Para que ocorra a sua eliminação ou perda de 
infecciosidade na água, é necessário utilizar processos com cloro, ozono e/ou exposição 
à radiação ultravioleta, nas Estações de Tratamento de Água (ETA) e nas Estações de 
Tratamento de Águas Residuais (ETAR) (Guerrero-Latorre et al. 2016). No entanto, os 
tratamentos mais completos referidos anteriormente não estão disponíveis em algumas 
ETA/ETAR e, quando estão, podem não ser totalmente eficazes na eliminação destes 
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vírus, seja na água para consumo humano, seja em efluentes de águas residuais que 
possam ser reutilizados, como foi comprovado nos últimos anos (Kokkinos et al. 2015). 
Além disso, estima-se que 90% das águas residuais produzidas são descarregadas no 
ambiente sem desinfeção, representando um enorme risco de exposição a estes vírus, 
não apenas através do consumo direto de água, mas também por vias indiretas como, 
por exemplo, o consumo de vegetais, bivalves ou carne de animais (Polo et al. 2015). 
Em Portugal, a maioria das águas doces superficiais são classificadas pelo Sistema 
Nacional de Informação de Recursos Hídricos (SNIRH) como tendo qualidade razoável. 
No entanto, a ocorrência ou quantificação de vírus entéricos não está contemplada na 
lista dos parâmetros avaliados (SNIRH 2019). De acordo com a legislação em vigor 
(Diário da República, Decreto-Lei n.º 152/2017), os vírus entéricos não são reconhecidos 
como indicadores microbianos de contaminação fecal para avaliação da qualidade da 
água para consumo humano, sendo apenas consideradas as bactérias coliformes (Diário 
da República 2017). Contudo, nos últimos anos tem havido uma crescente incerteza 
quanto à capacidade dessas bactérias refletirem a ocorrência de contaminação por 
outros agentes patogénicos, nomeadamente vírus (Polo et al. 2015). 
Nesse sentido, objetiva-se com este estudo a pesquisa de vírus entéricos (Enterovirus, 
Vírus das Hepatites A e E) por transcrição reversa seguida de PCR em Tempo Real (RT-
qPCR) em amostras de água natural superficial e de água para consumo humano, em 
Portugal. Pretende-se avaliar a sua eventual associação com outros indicadores de 
contaminação fecal como os coliformes fecais, bem como a eficácia dos sistemas 
implementados nas Estações de Tratamento de Água, na eliminação destes vírus. 
2 Metodologia 
O procedimento experimental utilizado para detetar vírus entéricos nas amostras de água 
está ilustrado na Figura 1 e foi adaptado do Método 1615 (EPA / 600 / R-10/181) 
(Cashdollar et al. 2012). 
 
Figura 1. Procedimento experimental implementado para deteção de vírus entéricos em amostras 
de água 
2.1 Locais de amostragem 
O estudo realizou-se em duas matrizes de água - água natural superficial (não tratada) e 
água para consumo humano (tratada) (Figura 1). 
Os pontos de amostragem de água natural superficial estão localizados junto dos pontos 
de captação de água no Rio Tejo e na Albufeira de Castelo de Bode, dois dos principais 
reservatórios de água para abastecimento da cidade de Lisboa. Já os três pontos de 
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amostragem de água para consumo humano são efetuados à saída da ETA de Vale da 
Pedra e da ETA da Asseiceira, e num ponto da cidade de Lisboa. 
Nas duas estações indicadas, a água é submetida a diferentes tratamentos. Na ETA de 
Vale da Pedra, composta por duas linhas independentes, a água proveniente do Rio Tejo 
passa por um processo de pré-oxidação, ajuste de pH, adsorção com carvão ativado, 
coagulação/floculação, sedimentação, filtração, correção de pH e desinfeção final com 
cloro. Na ETA da Asseiceira, composta também por duas linhas independentes, a água 
proveniente da Albufeira de Castelo de Bode passa por um processo de pré-oxidação 
(cloro), remineralização e correção da agressividade, coagulação, flotação, coagulação, 
filtração, correção de pH e desinfeção final com cloro (EPAL 2019). 
2.2 Colheita de amostras 
A colheita de amostras de água em cada ponto de amostragem ocorreu em maio de 
2018 e entre janeiro e março de 2019. Foram colhidas 15 amostras. 
As amostras para deteção de vírus entéricos foram colhidas utilizando filtros NanoCeram 
(Argonite). Filtraram-se 100 - 600 litros de água natural superficial e 800 - 3000 litros de 
água tratada para consumo humano. As amostras foram transportadas para o laboratório 
refrigeradas, tendo ocorrido o seu processamento o mais rapidamente possível (até 72 
horas depois). Para a quantificação de coliformes fecais foi efetuada a colheita de 
amostras de água de acordo com os procedimentos de amostragem para análise 
microbiológica. 
2.3 Quantificação de coliformes fecais 
Em águas tratadas para consumo humano, utilizou-se o método de membrana filtrante e 
incubação em meio de cultura a 44ºC e em águas naturais utilizou-se o método de 
número mais provável pela técnica de Colilert a 44ºC (Tandukar et al. 2018). Os 
resultados foram quantificados após 24 horas de incubação. 
2.4 Concentração viral 
Os filtros NanoCeram (Argonite) utilizados para a filtração das amostras de água, como 
referido em 2.2, foram eluídos com 1000 mL extrato de carne. O extrato sofreu floculação 
orgânica com agitação, tendo o pH sido ajustado para 3,5 com HCl. As amostras 
flocularam durante 30 minutos e posteriormente foram centrifugadas a 2500 G durante 
15 minutos. Os sobrenadantes foram aspirados e os sedimentos ressuspendidos em 30 
mL de fosfato de sódio pH 7-7,5. O pH foi ajustado para 9 com NaOH. Centrifugaram-se 
durante mais 15 minutos, a 3200 G e a 4ºC. Os sobrenadantes foram transferidos para 
um novo tubo e os sedimentos descartados. O pH dos sobrenadantes foi acertado para 
7-7,5 com HCl. As amostras foram filtradas em filtros Acrodisc Syringe (PALL 
Corporation) pré-tratados com extrato de carne. Por último, as amostras com cerca de 35 
mL foram divididas em três partes: uma para extração de RNA e ulterior deteção de vírus 
entéricos por RT-qPCR, uma para inoculação em culturas celulares e outra para 
armazenamento. As amostras foram mantidas a -70ºC. 
2.5 Extração de RNA para deteção de vírus entéricos por RT-qPCR 
As amostras (aproximadamente 19 mL) reservadas para extração de RNA e utilização 
em RT-qPCR foram descongeladas e transferidas para concentradores Vivaspin 
(Sartorius), tendo sido centrifugadas durante várias horas a 3200 G e a 4ºC até resultar 
um volume inferior a 1120 µL. Em seguida realizou-se a extração e purificação do RNA 
com o QIAamp viral RNA Mini kit (Qiagen), seguindo as instruções do fabricante.  
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2.6 Deteção de RNA viral por RT-qPCR 
Todas as reações de RT-qPCR foram realizadas num termociclador StepOnePlus 
(Applied Biosystems). A deteção de Enterovirus foi realizada com o Enterovirus genesig 
Advanced Kit (Primerdesign) e as deteções dos vírus das Hepatites A e E foram 
realizadas com os kits hepatitisA@ceeramTools (bioMérieux) e hepatitisE@ceeramTools 
(bioMérieux), respetivamente. Procedeu-se de acordo com as instruções dos fabricantes. 
3 Resultados e discussão 
Os resultados obtidos encontram-se no Quadro 1. Nas águas naturais foi detetado RNA 
viral em quatro das seis amostras analisadas. Nas amostras de água do Rio Tejo foram 
detetados Enterovirus e vírus da Hepatite A. Os Enterovirus foram detetados em duas 
das três amostras analisados (colhidas em maio de 2018 e março de 2019), enquanto 
que o vírus da Hepatite A foi detetado apenas em maio de 2018. Na amostra de maio de 
2018 foram detetados em simultâneo RNA de Enterovirus e RNA do vírus da Hepatite A. 
Nas amostras de água da Albufeira de Castelo de Bode foram detetados ácidos 
nucleicos do vírus da Hepatite A e de Enterovirus, ambos em apenas uma amostra (em 
maio de 2018 e em maio de 2019, respetivamente).  
Em água para consumo humano da ETA de Vale da Pedra e da ETA de Asseiceira (nove 
amostras) não foi detetado RNA viral, nomeadamente nas amostras de água tratada 
colhidas no mesmo dia em que foram colhidas as amostras de água natural do Rio Tejo e 
da Albufeira de Castelo de Bode onde foram detetados ácidos nucleicos do vírus da 
Hepatite A e de Enterovirus.  
Quadro 1. Avaliação microbiológica das amostras analisadas 
Proveniência Matriz Mês de colheita Deteção de RNA de vírus entéricos 
Quantificação de 
coliformes fecais 
Rio Tejo Água natural maio de 2018 
Vírus da Hepatite A 
Enterovirus 687 NMP/100 mL 
Rio Tejo Água natural janeiro de 2019 Não detetado 1553 NMP/100 mL 
Rio Tejo Água natural março de 2019 Enterovirus 649 NMP/100 mL 
Albufeira de Castelo de Bode Água natural maio de 2018 Vírus da Hepatite A 0 NMP/100 mL 
Albufeira de Castelo de Bode Água natural janeiro de 2019 Enterovirus 3 NMP/100 mL 
Albufeira de Castelo de Bode Água natural março de 2019 Não detetado 1 NMP/100 mL 
ETA de Vale da Pedra Água para consumo maio de 2018 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA de Vale da Pedra Água para consumo janeiro de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA de Vale da Pedra Água para consumo março de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA da Asseiceira Água para consumo maio de 2018 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA da Asseiceira Água para consumo janeiro de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA da Asseiceira Água para consumo fevereiro de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ETA da Asseiceira Água para consumo março de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
Ponto de amostragem na 
cidade de Lisboa Água para consumo janeiro de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
Ponto de amostragem na 
cidade de Lisboa Água para consumo fevereiro de 2019 Não detetado 0 ufc/100 mL 
ufc – unidades formadoras de colónias; NMP – número mais provável 
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Das seis amostras de águas naturais analisadas, três amostras apresentaram apenas 
um género viral (HAV ou Enterovirus) e uma apresentou dois géneros virais em 
simultâneo (HAV e Enterovirus) (Figura 2). O vírus da Hepatite E não foi detetado nas 
amostras analisadas. O Enterovirus foi o género viral mais frequentemente detetado em 
águas naturais. 
A metodologia desenvolvida e implementada mostrou ser adequada para detetar vírus 
entéricos, uma vez que foi possível a deteção de RNA genómico quer de Enterovirus 
quer do vírus da Hepatite A. 
 
Figura 2. Deteção de vírus entéricos em amostras de água natural superficial do Rio Tejo e da 
Albufeira de Castelo de Bode (n= 6 amostras) 
RNA de Enterovirus já havia sido anteriormente detetado em massas de água para 
abastecimento e para fins recreativos de muitos outros países, nomeadamente, Estados 
Unidos, Japão, Holanda, Alemanha e África do Sul (Lodder et al. 2010, Lee et al. 2014, 
Lin & Sing 2015, Leifels et al. 2016, Haramoto et al. 2018).  
RNA do vírus da Hepatite A, embora pesquisado, ainda não tinha sido identificado em 
águas superficiais portuguesas usadas para a produção de água para consumo (Teixeira 
et al. 2020) mas já tinha sido detetado nesta matriz nos Estados Unidos, Brasil, Espanha 
e República da Coreia (Jiang & Chu 2004, López Gálvez et al. 2016, Shin et al. 2017). 
Em águas para consumo, este vírus ainda não foi detetado em Portugal, mas já foi 
encontrado em água da rede de abastecimento da Colômbia (Peláez Carvajal et al. 
2016). Também já foi detetado em águas residuais da rede de saneamento dos Estados 
Unidos, Bolívia, Espanha e Egipto (Symonds et al. 2014, Montazeri et al. 2015, López 
Gálvez et al., 2016, Hamza et al. 2017).  
Quanto ao vírus da Hepatite E, não detetado nas amostras avaliadas neste estudo, já foi 
detetado em águas superficiais da Colômbia e em águas residuais de Itália, Suíça e de 
outros países (La Rosa et al. 2010, Hellmér et al. 2014, Baez et al. 2017). 
Os coliformes fecais apenas foram detetados em cinco das seis amostras de água 
natural superficial, nos pontos de captação de água no Rio Tejo e na Albufeira de Castelo 
de Bode (Figura 3). Das quatro amostras de água superficial onde foram detetados RNA 
virais, apenas em três foram quantificados coliformes fecais, e em reduzido número 
numa delas (amostra da Albufeira de Castelo de Bode – janeiro de 2019) (Quadro 1).  
Nas amostras de água para consumo humano não foram detetados coliformes (Quadro 
1). 
 




4 Notas finais 
Embora preliminares por ainda incluírem um número reduzido de amostras, os 
resultados obtidos permitem afirmar que os vírus entéricos, tal como os coliformes fecais, 
podem estar presentes nas águas naturais superficiais, tal como acontece em outros 
países. A ausência de ambos em todas as amostras analisadas de água para consumo 
humano, permite inferir que os tratamentos existentes na ETA de Vale da Pedra e na ETA 
da Asseiceira são eficazes na eliminação dos coliformes fecais e do RNA dos vírus 
entéricos presentes nas águas naturais, resultando numa água para consumo segura e 
com qualidade. 
Estes resultados, corroborando estudos de outros autores (e.g. Polo et al. 2015), 
também sugerem que possa não existir uma associação entre vírus entéricos e os 
indicadores de contaminação fecal, que são os que atualmente constam na legislação 
em vigor (Diário da República, Decreto-Lei n.º 152/2017).  
A análise da presença de vírus entéricos em amostras de água é exigente e complexa, 
quer pelo custo dos reagentes quer pelos requisitos técnicos associados. Tendo em 
conta que estes vírus se encontram em baixa concentração nas águas naturais e que em 
águas para consumo serão praticamente inexistentes, a metodologia de análise implica a 
necessidade de filtrar elevados volumes de amostra de água (pelo menos 100 litros de 
água natural e 800 litros de água para consumo) para garantir uma maior 
representatividade da matriz na análise. As colheitas são por isso morosas e exigem ser 
efetuadas por pessoal com formação prévia. De igual modo, o processamento das 
amostras em laboratório pode decorrer até três dias. De salientar que esta foi a primeira 
vez que uma entidade gestora de água em Portugal desenvolveu e implementou com 
sucesso um método de deteção de vírus entéricos. 
O método molecular utilizado para detetar RNA genómico viral (RT-qPCR) apresenta 
uma elevada sensibilidade e especificidade, permitindo a amplificação e quantificação 
simultânea da sequência de interesse. Contudo, não permite avaliar infecciosidade, ou 
seja, a presença de partículas virais com capacidade para infetar e replicar em células 
humanas. A infecciosidade é geralmente avaliada pela observação de efeitos citopáticos 
(CPE) em culturas celulares. Neste contexto, a etapa seguinte deste estudo consiste em 
avançar com testes em culturas celulares a fim de avaliar a infecciosidade das amostras 
previamente identificadas como positivas por RT-qPCR. 
A campanha de amostragem realizada deverá manter-se durante os próximos meses a 
fim de também averiguar padrões de sazonalidade destes agentes patogénicos. 
Por fim, de acordo com os 17 objetivos de Desenvolvimento Sustentável para 2030, das 
Nações Unidas, e no contexto das alterações climáticas e da seca moderada em 
Portugal, é cada vez mais importante a avaliação da quantidade e da qualidade dos 
recursos hídricos existentes, tal como a ponderação da possível utilização de água a 
partir de águas residuais tratadas, desde que sem riscos para a saúde humana. 
Perspetiva-se assim a implementação da metodologia de deteção e quantificação de 
vírus entéricos para a avaliação de águas residuais tratadas e não tratadas. 
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